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Abstract Gene editing is a new type of genetic engineering technology，in which DNA at the desired
position is inserted，deleted or mutated by nuclease． As a result，the expression of targeted gene is
regulated and led to new phenotypes． Widely used in the study of gene structure and function，and gene
modifications in various kinds of species，gene editing technologies provide a new tool for disease models
establishment，animal and plant breeding and the study of gene therapy． Gene editing tools mainly
include zinc finger nuclease (ZFN)，transcription activator-like effector nuclease (TALEN)and cluster
regulatory interspaced short palindromic repeat /CＲISPＲ associated proteins (CＲISPＲ /Cas)． This review
will focus on the mechanisms and the latest progresses on the three gene editing technologies．
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术 (transcription activator-like effector nuclease，
TALEN)和成簇的规律间隔的短回文重复序列
(clustered regularly interspaced short palindromic
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线和射线等都会使 DNA 产生双链断裂 (double-
strand break，DSB)或者单链断裂(single-strand
break，SSB)［3］;而通过基因编辑工具如 ZFN、
TALEN和 CＲISPＲ / Cas 系统可使基因组在特定的











用细胞同源介导修复的修复方式。如 Fig． 1 所示，
















ZFN的结构。每个锌指 (zinc finger，ZF)由 3 ～ 4
个锌指蛋白组成，可识别 9 ～ 12 个碱基，也可以由 4




α-β-β二级结构，其中 DNA大沟的 3 个核苷酸可以





接区连接到 ZFN的 ZF (DNA 识别结合区域)的 C
端。一般使用的 FokⅠ限制性内切核酸酶是Ⅱ S
型［9］，由于 ZFP 与 DNA 的结合力不强，所以必须通
过二聚体的形式才能发挥核酸内切酶的活性，使目
的基因位点产生双链断裂［13，14］。并且 2 个 ZFP 分
别识别目的片段两侧的核苷酸序列，并且距离 5 ～ 7
nt的间隔区，才能保证 ZFN 有最适合的作用空间。







进行切割产生 DNA 的双链断裂，细胞内的 DNA 修
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Fig． 1 DNA damage repair Genome editing tools，
physical or chemical methods can break DNA and make
double-strand breaks in DNA． The DSB can be repaired by
non-homologous end joining (NHEJ)or homology-directed
repair (HDＲ)． NHEJ and HDＲ can be applied separately




Fig． 2 Principle of ZFNs Zinc-finger molecules consist of a zinc finger DNA binding domain and FokⅠnuclease． One ZFP
(zinc finger protein)can recognize three nucleotides． Two ZFNs bind to the target domain in tail to tail direction and two FokⅠ
nuclease generate DSB
过锌指蛋白构建平台来构建 ZFN。目前，有两个主








2. 2. 2 其他局限性及其改进 ZFN 还具有其他的
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2. 3. 1 ZFN在转基因动物研究中的应用 ZFN 在
转基因动物的研究中有着成功的运用。例如:
Geurts 等 以 外 源 绿 色 荧 光 蛋 白 基 因 (green
fluorescent protein)、内源 IgM 和 Ｒab38 基因作为靶

























理，结果 1 /5 的细胞成功地关闭绿色荧光，即便使用
高剂量 ZFN处理，皮肤干细胞仍能保持其稳态的维
持、自我更新与分化能力［37］。在病毒导致的疾病方
























成［4，18，47］，如 Fig． 3 所示。其中，DNA 特异性识别结
合结构域由高度保守的同源重复序列组成，每个重
复序列对应识别 1 个碱基，共有 33 ～ 35 个氨基酸，
其中第 12 和 13 位的氨基酸为重复序列可变的双氨
基酸残基 (repeat variable diresidues，ＲVD)［47-49］。
TALE能识别不同的氨基酸，是由不同的 ＲVD 决定
的，NI 识别腺嘌呤，NH 识别鸟嘌呤，HD 识别胞嘧
啶，NN识别腺嘌呤或者鸟嘌呤，NG 识别胸腺嘧啶，
NS对 4 种碱基都可以识别［47］。FokⅠ核酸酶与
TALE的 C 端相连。在 TALEN 的实际应用中，与
ZFN相似，要设计 1 对 TALEN，在靶标序列的两侧
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切割和连接。并能作用于任何细胞，使 TALEN技术
在没有 NHEJ和 HDＲ 修复通路的细胞中也能产生
作用，扩大了 TALEN 的使用范围。但是，这些酶脱
靶效应也较明显［59，60］。 TALE-TF (transcription

















(hygromycin-resistant gene)，通过 qPCＲ 和测序，证




3. 3. 2 TALEN 在基因功能研究中的应用 TALEN
的脱靶效率较低，在多种基因的研究中有广泛的运
用。为研究原癌基因，Hu 等利用 TALEN 在人类
HPV 阳性细胞系中敲除 E6 和 E7 蛋白的原癌基因，
有效抑制细胞快速增长和癌变的趋势，且使 p53 基
因和 ＲB 基因得到功能修复［64］。Yang 等也利用
TALEN系统，以斑马鱼为模型，研究细胞内 Foxl2 基
因的作用。Foxl2 基因是哺乳动物维持卵巢功能的
必需基因，通过 TALEN技术分别获得 foxl2a 基因突
变 (foxl2a-/-)和 foxl2b 基因突变 (foxl2b-/-)的纯
合子斑马鱼。发现这两种基因敲除个体卵巢的初始
发育均为正常，但是当生长到一定阶段，会出现卵巢








TALEN 技术敲除鸡生殖细胞 (primordial germ
cells)的 DDX4(vasa)基因，发现 DDX4 基因敲除的
细胞，最初能形成生殖细胞，但在卵巢发育过程的减
数分裂中丢失，导致成年雌性不育［67］。




向［68］。Shi等在 HIV 疾病方面，设计了 28 种针对
CCＲ5 基因的 TALE，这些区域对 HIV-1 病毒进入人
体细胞十分重要。结果表明，CCＲ5-talens 是具有高
度功能性的核酸酶，可以对人类 CCＲ5 进行特异性
编辑，可用于 CD4 T 细胞和 CD34 造血干细胞
(HSCs)的改造，促使免疫系统抵抗 HIV-1 感染［69］。
Wang等同样也利用 TALEN 系统研究 HIV 疾病，设
计可以靶向 CD4 T 细胞的 TＲIM5alpha 基因的









为 CＲISPＲ (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats)［72］。2012 年 Jinek 等证实，将分
开作用的 crＲNA 和 tracrＲNA 通过一段接头连接在
一起，形成一条单一指导 ＲNA (single-guide ＲNA，
sgＲNA)，这种 ＲNA仍然能高效地介导 Cas9 蛋白对
DNA 的定点切割，从而将 CＲISPＲ /Cas 系统简化为
Cas9 /sgＲNA系统［73］。
4. 1 CＲISPＲ /Cas核酸酶技术的结构及作用机制
CＲISPＲ /Cas是一种 ＲNA-蛋白质的复合体，可
用于基因编辑。现在的研究表明，至少有 11 种不同
的 CＲISPＲ /Cas系统存在，可以被划分为 3 种主要
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高效的基因编辑工具。






长度为 300 ～ 500 bp左右［79］。
现在的基因工程中常用的 Cas 核酸酶是 Cas9
核酸酶。它由 1 409 个氨基酸组成，有 2 个重要的
核酸酶结构域，分别是 ＲuvC和 HNH结构域。ＲuvC




motifs)序列上游 3 nt处。ＲuvC 结构域负责断裂另
一条 DNA链，切割位点位于 PAM序列上游 3 ～ 8 nt
处［81］。Cas9 核酸酶行使功能最重要的区域是 PAM
序列区域［82，83］，PAM 序列是位于靶向 DNA 序列 3'
端长度为 3 bp的核苷酸序列。ＲNA-DNA 双链是在
PAM位点开始形成［84］。Cr-ＲNA /trancer-ＲNA 结合
在 PAM序列的附近，通过 ＲuvC 和 HNH 结构域诱
导 Cas9 核酸酶的活性。Fig． 4 展示了 CＲISPＲ /Cas9
的工作原理。目前通常将 Cr-ＲNA 和 tracr-ＲNA 这
两种 ＲNA，通过基因工程简化地合成具有相同功能
的 sgＲNA［85-87］。
Fig． 3 Principle of TALENs TALEN consists of DNA binding domain and FokⅠ nuclease domain． TALEN binds the target
DNA domain in the major groove，and a pair of TALENs enable FokⅠ dimerization to generate DSB
Fig． 4 Principle of Cas9 gＲNA binds the target DNA sequence through Watson-Crick base-pairing． Then Cas9 binds the
gＲNA in the downstream of PAM sequence． HNH nuclease domain of Cas9 cleaves the complementary target DNA strand，whereas
the ＲuvC nuclease domain cleaves the opposite strand




4. 2. 1 PAM 序列的依赖性 CＲISPＲ /Cas 系统中，
sgＲNA只结合具有 PAM序列的外源基因，而不结合
自身没有 PAM 的基因，Cas 蛋白的切割位点也在
PAM序列 NGG之前。如果发现有更多不同的 PAM
272
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序列［91］，使 Cas 蛋白能够识别更多的 PAM 序
列［92，93］或者减弱 PAM序列对 Cas9 蛋白结合靶位点
的限制，则能拓宽 CＲISPＲ /Cas系统应用的范围。






4. 2. 3 CＲISPＲ /Cas 系统的脱靶现象及其改造
CＲISPＲ /Cas 是依赖 sgＲNA 来识别和靶向目的序
列。由于基因组庞大，sgＲNA也会产生突变，从而非
特异性地与非目的位点进行局部匹配，导致脱靶现
象的出现。为了缓解 CＲISPＲ /Cas 系统的脱靶现
象，科学家们对 CＲISPＲ /Cas 系统进行了很多改进。
例如:使 Cas 蛋白的 HNH 结构域保持活性，而使
ＲuvC结构域失活，只能断裂与 gＲNA 配对的 DNA
单链。设计 1 对从 DNA 两条链上互补的 gＲNA，分
别造成各自配对单链的断裂，从而形成错开的双链
断裂［94，95］。也可使 Cas 蛋白完全失活，连接与 ZFN
还有 TALEN相同的 Fok I核酸内切酶［96］。Fu 等发
现，17 和 18 个核苷酸长度的 tru-gＲNA (truncated
guide ＲNAs)和 20 nt的 gＲNA的基因编辑效率几乎
相同，但是在某些脱靶位点的突变率降低了 5 000
倍左右［97］。Ｒan 等将 Cas9 蛋白突变转化为切口
酶，使突变的 Cas9 蛋白只能切割单链，研究证明，这
种方法可降低 50 到 1 500 倍的脱靶率，同时不影响
打靶效率［98］。2016 年，Pawluk 等发现 CＲISPＲ /
Cas9 的“活性开关”蛋白质，这些抗 CＲISPＲ 的蛋白
质具有阻断 Cas9 切割 DNA 的能力［99］。最早发现
来自于 Listeria monocytogenes 前噬菌体的基因 AcrllA








能容纳约 4. 5 kb，这对使用 Cas9 导入产生了限制。
人 们 在 细 菌 Streptococcus thermophiles 和




蛋白［103］与 Cas9 相比具有更多优势。Cas9 蛋白剪
切 DNA需要 2 个 sgＲNA分子，而 Cpf1 只需要 1 个。





切口的 Cas9 与来自 sea lamprey 免疫系统的胞苷脱
氨酶(activation-induced cytidine deaminase)融合在
一起，可特异性地进行单个碱基的突变［105］。2013
年，Gilbert 等在 CＲISPＲ 技术基础上改造获得
CＲISPＲ 干扰 (CＲISPＲ interference，CＲISPＲi)技
术，通过突变 Cas9 上的 2 个活性位点(dCas9)，使
其不能切割双链的 DNA，且引入转录抑制因子，与
其相连的 sgＲNA 识别目的基因后抑制该基因的表




4. 4 CＲISPＲ /Cas核酸酶技术的应用
4. 4. 1 CＲISPＲ /Cas核酸酶技术在医学研究中的
应用 CＲISPＲ /Cas作为高效的基因编辑工具，在
医学研究方面的应用颇为广泛，为多种疾病的治
疗提供新的参考。在 HIV 治疗方面，Putatunda 等





面，Hong等人利用 CＲISPＲ /Cas9 系统敲除亨丁顿
舞蹈病小鼠模型的 mHTT 基因，发现小鼠的运动
能力得到改善，但仍未恢复到正常状态，为治疗舞









(congenital muscular dystrophy type 1A)罕见的疾
病，帮助恢复肌肉的功能［111］。
372
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4. 4. 2 CＲISPＲ /Cas核酸酶技术在基因结构与功能
研究中的应用 CＲISPＲ /Cas技术也为基因的结构
与功能研究提供了新的研究方法。2016 年，Huang
等发现了新的 CＲISPＲ 效应酶 C2c2，这种酶在
gＲNA 的引导下能结合并切割单链 ＲNA 的靶位
点［112］。研究证明，这种技术可以降解 E． coli 中一
种特定的 mＲNA，另外发现，与 C2c2 垂直同源基因
中的大约有 16 种，可用于活细胞中追踪 ＲNA。

















各有优缺点，具体如 Table 1 所示。TALEN 可能比
ZFN 和 CＲISPＲ /Cas9 具有更小的细胞毒性。而
TALEN的 DNA 结合区域对 DNA 的耐受程度比
ZFN小很多［118］，并且 TALEN 可以识别 30 ～ 36 bp
的 DNA 序列，降低了错误识别靶向的可能性［119］。
由 PubMed数据库的发文量显示，基于 CＲISPＲ /Cas






Table 1 Comparison of three genome editing tools
ZFN TALEN CＲISPＲ /Cas9
Advantages Efficient and specific Efficient and specificCan target any DNA sequence
More efficient and specific
Easy to assemble




and the off-target effect［54］
Expensive to construct
Construct the delivery plasmid for target site，
TALEN is 3-4 times longer than ZFNs［14，77］
Time consuming and difficult to construct
Homologous recombination is prone to occur，






Have the off-target effect
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